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  هچکید

هـا  غذایی حاوي مقدار کافی از این بـاکتري د کنندگان موا توانند در مصرفغذایی مید علاوه بر ایجاد فساد در موا رئوسباسیلوس سو  اشریشیاکلی 
بـنفش در مـدت   فـرا  پرتـو در این مطالعه اثـر ضـد باکتریـایی    . کندپیدا میها همیت این باکتري یا کنترل و حذفبه همین دلیل  .مسمومیت ایجاد کنند

را به ترتیب از  رئوسباسیلوس سو  اشریشیا کلیبدین منظور ابتدا . قرار گرفتارزیابی  مورد رئوسباسیلوس سو  کلی اشریشیا رشدبر مختلف،  يها زمان
ي بعـد پـس از   در مرحلـه  دند؛شداده ساعت کشت  48تا  24ه مدت ب MYP 5و 4EMB  به ترتیب در محیط کشت سپس و جداسازيشیر خام و برنج 
ها در باکتري بریشترین اثر پرتو فرابنفش نشان داد که ب ها یبررس. شدها تهیه مناسب، کشت خالص مربوط به هر یک از باکتري يییدتأانجام آزمایشات 
به شـکلی   دهدفرابنفش نشان می پرتومقاومت بیشتري به  کلی اشریشیانسبت به  باسیلوس سرئوسمشاهده شد که  .است نانومتر 260طول موج حدود 

باسـیلوس  شـود امـا در مـورد    ، بـه صـفر نزدیـک مـی    نانومتر 254ثانیه قرار گرفتن در مجاورت با طول موج  80پس از  کلی اشریشیا هايکلنیتعداد که 
  .یابدها بیشتر کاهش مینور مرئی تعداد میکروارگانیسم در غیابدهی و نیز با افزایش مدت زمان پرتو؛ و رسد می 1500پس از این مدت به  سرئوس
  
 .شپرتو فرابنف، برنج، شیر خام، رئوسس باسیلوس ،کلی اشریشیا:  یديکلهاي  اژهو 
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 هـاي  جنبـه  تـرین  مهـم هـا یکـی از   میکروارگانیسـم  دکنترل رش
نگهداري مواد غذایی است، که عدم توجه به آن منجر به رشد کنتـرل  

همراه با فساد مواد غذایی و حتـی مسـمومیت    هانشده میکروارگانیسم
آلودگی  . (Mielmann, 2005) ندغذایی در مصرف کننده شو منشأبا 

به مـواد   هايمیکروبی سطح مواد غذایی به علت توانایی انتقال پاتوژن
هاي مختلـف فـرآوري و یـا طـی توزیـع و نگهـداري       غذایی در روش
ها یا به صـورت تمـاس مسـتقیم بـا مـواد      پاتوژن. کنداهمیت پیدا می

تواننـد  میشکل غیر مستقیم از طریق هوا  غذایی با شیء آلوده و یا به
 ,.Kusumaningrom et al)باعث آلودگی سطحی مواد غذایی شوند
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4- Eosin methylene blue 
5- Mannitol Egg Yolk Polymyxin  

هاي مختلفی از جملـه  مطالعات زیادي نشان داده که باکتري . (2003
تواننـد در دسـت یـا    می... و سالمونلاو  استافیلوکوکوس، اشریشیا کلی

جا به مواد غذایی منتقل لباس و یا سطوح مختلف حضور داشته و از آن
  .  (Jiang et al., 1999)شوند

 باشـد کـه  فرصـت طلـب مـی    هايباکتري جمله از کلیااشریشی
 مانیتول گاز، تولید و تخمیر گلوکز بودن، متحرك آن بارز خصوصیات

منفـی،   سـیترات  مثبـت،  رد متیـل  مثبت، مثبت، اندول ساکاروز مثبت،
هاي این باکتري اغلب تیپ. می باشد منفی آزاوره و سولفوره هیدروژن

تواننـد ایجـاد    هاي آن مـی زا نیستند ولی برخی از تیپ در روده بیماري
  ).Alikhani et al., 2011(د اسهال نماین

 هوازيبی و هوازي مثبت، اسپورزا، گرم باسیل 6سرئوس باسیلوس
 نظـر  از متحـرك،  بـاکتري  این .است  7خانواده باسیلاسه از اختیاري

 فاقـد  و سـیلین پنی به مقاوم مثبت، کاتالاز مثبت، واکنش همولیتیک
 35 تا 30 باکتري این رشد مناسب دماي  .است ریزوئید به شکل رشد

 دمـاي  در، و گرادسانتی درجه 48 دماي تا ولی است گرادسانتی درجه
 سرئوس باسیلوس. است رشد به قادر نیز گرادسانتی درجه 7 تر ازپایین

                                                             
6- Bacillus cereus  
7- Bacillaceae  
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 لبنیـات،  همچـون  مختلف مواد غذایی بیماریزاهاي ترینمهم از یکی
هـاي آسـیایی از   که در کشور جمله برنج است از غلات گوشتی و مواد

 ,.Deilami Khiabani et al(بـالایی دارد  جملـه ایـران مصـرف    
2012(.  

ساز بوده و اولین بار در سال بنفش جزء پرتوهاي غیر یونفرااشعه 
عفونت از طریق هـوا اعـلام    ت قطع انتقالبه عنوان روشی جه 1940

د گیـر مورد استفاده قرار می یمیکروب آلودگیشد و امروزه براي کنترل 
)Younglee, 2009.(     این اشعه در نور آفتاب به طـور طبیعـی وجـود

. نانومتر مـی باشـد   210-328طول موج اشعه ماورا بنفش حدود  .ددار
فاصـله از  اثرات ضد میکروبی این اشعه به میزان پرتو تابیده شده و به 

بستگی دارد و هر چه میزان پرتو بالا بوده و مسافت کمتـر   منبع تابش
نـور مـاورا   . یابدهاي میکروبی نابود شده، افزایش میباشد تعداد سلول

زدایـی مـورد   رون کننده نبوده ولی به عنوان یک عامل گندبنفش، ست
محــدودیت اصـلی در   . )Salehabadi, 2009(د گیـر استفاده قرار می

استـفاده از این اشعه، قدرت نفوذ ضعیف آن است و با وجود عبور ایـن  
پرتـو از هـواي بدون غبـار و آب صـاف قــادر بـه نفــوذ از شیــشه     

هـاي  هـاي کــدر و لایـه   ها، محلـولستیکمعمولی، بسـیاري از پـلا
زدایـی  ماورا بنفش براي گنـد  از اشعــه. باشدنازك چربی و شیر نمی

 ـآب آشامیـدن نیز استفاده می بیشـترین   ).Salehabadi, 2009(د کنن
کـه   شـود، نـانومتر حاصـل مـی    260گی در دامنه طول موج اثر کشند

لـی موجـود در اسـید    هـاي آ مربوط به جذب شدید انرژي، توسـط بـاز  
 85) نـانومتر  254(طول موج استفاده در این پـژوهش  . نوکلئیک است

 .باشـد نـانومتر را دارا مـی   260فعالیت بیولـوژیکی طـول مـوج     درصد
هاي ایجاد شده توسط این اشعه به نوکلئیک اسید حمله کرده  رادیکال

ترجمه یند رونویسی از ژن و آکرده و در فرو ایجاد جهش در ژنوم آنها 
هـا در برابـر آن   کند و مقاومت برخی میکروارگانیسمایجاد اختلال می

 Alikhani et( ها بر مـی گـردد  به میزان توانایی تصحیح این جهش
al., 2011.( دسـته   3عملکرد به  پرتو فرابنفش را از نظر طول موج و

  :شوندتقسیم می
 1( U.V.C   ــین ــا  200بــا طــول مــوج ب نــانومتر کــه طیــف  290ت

نانومتر بیشترین قـدرت   265طول موج . این پرتو است 1کشمیکروب
نانومتر  320تا  290با طول موج بین  U.V.B )2. میکروبی را داردضد

تا  320با طول موج بین  U.V.A )3.است  D  که طیف تولید ویتامین
  . نانومتر که طول موج خورشیدي است 400

  
 مواد و روش 

  مواد
بوده و  2استفاده شده در این آزمایش مركهاي کلیه محیط کشت

                                                             
1- Germicide  
2- Merk  

تولید شده بـود و داراي   آمریکا 3که توسط شرکت کاماج uvدستگاه  از
ــوج دو طــول ــا  254و  366م ــانومتر و ب ــر  25/0و   =29000Nrن آمپ

  .استفاده شد

   باسیلوس سرئوسجداسازي 
معمولاٌ شـامل دو مرحلـه    باسیلوس سرئوسشناسایی  جداسازي و

و در  اول کشت بـر روي یـک محـیط جامـد انتخـابی،      ياست مرحله
 است هاي تأییديي مراحل شناسایی بر روي محیطصورت لزوم ادامه

(kiyukia, 2003. Ankolekar, 2009).   ي اسـتفاده از محـیط زرده
میکسـین  میکسین بر این اصل استوار اسـت کـه پلـی   تخم مرغ و پلی

ي منفی که در نمونـه هاي گرم موجود در محیط کشت از رشد باکتري
واکـنش   و ؛کنـد  غذایی ممکن است وجود داشته باشند جلوگیري مـی 

ي مشـخص در ایـن محـیط در جـنس     تجزیه لسـتین و ایجـاد هالـه   
 ).2009، آنکولکـار  ( دباش ـمـی  باسیلوس سرئوس هب منحصر باسیلوس

آب مقطـر   لیتـر میلـی  9رم برنج را خوب لـه کـرده و بـه آن    گ 1ابتدا 
ا نیـز تهیـه   ر 001/0 و 01/0هـاي  کردیم در ادامه رقت استریل اضافه

 4محـیط  حـاوي  هايلوله در لیترمیلی 1 شده تهیه هايرقت از .کردیم
BHI 32دمـاي   در ساعت 24 مدت به و شد منتقل هکنند غنی حیطم 

 از پس یـک لـوپ  س ـ. تگرف صورت گذاريگرمخانه گرادسانتی رجهد

روي لیتـر  میلـی  0/1از هـر رقـت   محـیط   روي باکتري حاوي محیط
هاي س از کشت دادن ظرفپ .منتقل کردیمآگار   MYPتکشمحیط 

ي سلسیوس قرار دادیم و پـس  درجه 35دماي  ساعت در 48پتري را 
 هالـۀ  داراي صـورتی  هـاي کلـونی از این مدت پرگنه هاي مشکوك 

 Deilami( دآگـار انتقـال داده ش ـ   نوترینـت  محـیط  بـه  5لسـیتیناز 

Khiabani et al., 2012.( بر روي محیط کشـت   باسیلوس سرئوس
myp  اي هـاي کمـی کنگـره   گرد با لبه هاي تقریباٌ بزرگ وپرگنهآگار
. باشدي تولید لستیناز توسط باکتري میي رسوب نشانههاله .کرد تولید

اي مشکوك لام گرفته و به روش گرم رنگ آمیزي کـرده و  ه یکلناز 
تست تأییدي انجام گرفته تسـت   .ی نمودیمدر زیر میکروسکوپ بررس

ي سـاعته  24باشد، و به این صـورت اسـت کـه از کشـت     نشاسته می
باکتري یک لوپ برداشته و در لولـه ي آزمـایش حـاوي نشاسـته بـه      

اضافه کرده و چنـد   )در شرایط کاملاٌاستریل(همراه آب مقطر استریل 
که به علت  ان شدقطره معرف لوگل نیز به آن افزودیم، رنگ آبی نمای

تأییـد   باسیلوس سـرئوس وجود  وجود آمیلاز و هیدرولیز نشاسته است،
  .شد

  
                                                             
3- Camag 
4- Brain Heart Infusion 
5- Lecithinase 
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   اشریشیا کلیجداسازي 
از آن را با سیلین بـه   لیترمیلی 1را همگن کرده و  منمونه شیر خا

و  001/0، 1/0اي ه ـرساندیم و پس از هموژن کـردن رقـت   10حجم 
از هر رقت به محـیط  لیتر میلی 1/0بعد د و در مرحله تهیه ش 0001/0
بـه   نووبیوسـین  لیتـر  در گرم میلی 20 واجد براث کلی اشریشیا  کشت

، Kargar & Homayon, 2009( دسازي انتقـال داده ش ـ منظور غنی
Bonyadian et al., 2007( سـوربیتول  محیط روي بر جداسازي و 

 ـ گراددرجه سانتی 37در دماي  آگار کانکیمک  سـاعت  24 مـدت  هب
و در  EMBمحــیط کشــت اختصاصــی بــه  انجــام شــد و درنهایــت

. انتقـال داده شـد   سـاعت  24به مـدت   سانتیگراد درجه 36اینکوباتور 
 شدند، سبز فلزي و براق ظاهرمتر، رنگ میلی 3تا  1 ربه قطهاي کلنی

 محـیط کشـت   هـا در تمـامی غلظـت   در کلی اشریشیاهاي رشد کلنی
EMB و آزمـون تکمیلـی بـا تسـت      تست لوله دورهام. صورت گرفت

پـس از تاییـد   . انجـام شـد    کلی اشریشیاهاي اندول براي تایید کلنی
 دها کشت خالص بـه صـورت کشـت خطـی تهیـه ش ـ     ز آنا ،هاکلنی

)Kargar et al., 2005.(  
   اشریشیا کلی رويفش نفرا ببررسی اثر تیمار

را به محیط نوترینت براث در  اشریشیا کلیهاي یک لوپ از کلنی
 80و  60، 40( زمـان   3بنفش در چهار پلیت انتقال داده شد و پرتو فرا

 ,Younglee( دتیمـار داده ش ـ  )نانومتر 254(و طول موج معین ) ثانیه
ها را در معرض پرتو فرا بـنفش بـه عنـوان    البته یکی از پلیت ).2009

براي هر کـدام   0001/0پس از تهیه رقت . قرار داده نشد ،نمونه شاهد
که از قبل آمـاده سـازي شـده بـود      راز تیمارها به محیط نوترینت آگا

شـمارش   سـاعت  2 هـر گـذاري در  گرمخانـه و پس از انتقال داده شد 
رسـم شـد   ) مـرگ (در نهایت منحنی زنده ماندن  و هها انجام شدکلنی

   .)1 لشک(
  

   باسیلوس سرئوسروي فش نرا بف بررسی اثر تیمار
 500 وگــرم محــیط کشــت نوترینــت بــراث  4ابتــدا بــا افــزودن 

سازي را آمـاده کـرده و پـس از     آب مقطر محیط کشت غنی لیتر میلی
را در ایـن محـیط    ههاي خالص سـازي شـد  اتوکلاو یک لوپ از کلنی

و تحــت  ي آزمــایش قــرار دادهلولــه 7ســپس در  و ؛کــردیم مخلــوط
 جدر مجاورت پرتو فرا بفش با طول مـو ثانیه،  80و  60، 40 يها زمان
  کشت شد myp تروي محیط کشو سپس  داده شد قرار نانومتر 254

 لشـک ( شـد ها شمارش کلنی ،ساعت  هر دوگذاري گرمخانه از و پس
2( .  

  
 نتایج و بحث

در  باسـیلوس سـرئوس  هاي ، میزان رشد کلنی3با توجه به شکل 
اشریشـیا  یابد ولی این کاهش نسـبت بـه   اثر پرتو فرابنفش کاهش می

مشـخص   اشریشیا کلـی منحی مرگ همانطور که در . کمتر است کلی

یابد و بـا افـزایش   ها در اثر اشعه فرابنفش کاهش میاست تعداد کلنی
میـزان   کلـی  اشریشـیا هـاي  مدت زمان اعمال اشعه فرابفش بر کلنی

ثانیـه تعـداد    80ش یافته تـا حـدي کـه پـس از     ها افزایکاهش کلنی
شود در حالی کـه در مـورد   به صفر نزدیک می اشریشیاکلی هاي کلنی

 254(  با اعمال اشعه فرابفش با همـان طـول مـوج    باسیلوس سرئوس
کـه  . هـا کمتـر اسـت   ثانیه کاهش در تعداد کلنـی  80 به مدت) ناومتر

را نشـان   شی کلـی اشریرا نسبت به  باسیلوس سرئوسمقاومت بیشتر 
کـه   نـد گـزارش کرد و همکـاران    جردن شارپ در این رابطه. دهدمی

بـیش از دو   یبه انرژی باسیلوس سرئوسعفونی هواي حاوي براي ضد
௘௥௚(نیـاز اسـت    اشریشـیا کلـی  برابر انرژي لازم جهت از بین بـردن  

௖௠
 

62225 ،Gordan sharp,1940( .   ــزان ــودن می ــم ب ــت ک ــه عل ب
پرتو فرابفش در این طول مـوج   ،اشریشیا کلیپپتیدوگلیکان در دیواره 

کننده رونویسـی و ترجمـه   هاي تنظیمنفوذ کرده و باعث جهش در ژن
کـم  شود و کارایی این دو فرایند مهم سلولی کـاهش یافتـه و کـم   می

  . یابدکاهش می اشریشیاکلیهاي  تعداد باکتري
  

  
  .)N×1000(کلیاشریشیا   بر رشد فرابنفشثر پرتو ا -1ل شک

  

  
  .)N×1000( باسیلوس سرئوسبر رشد  فرابنفشاثر پرتو  - 2 شکل

  
شـتن پوششــی  بـه علـت دا   باسـیلوس ســرئوس مقاومـت بـالاي   
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یـز توانـایی   و ن و توانایی تولیـد اسـپور   به اشریشیاکلیر نسبت ت ضخیم
 .تشـود اس ـ مـی بنفش ایجـاد  هایی که توسط اشعه فراتصحیح جهش

)kiyukia, 2003.(   
  

  
تیمار داده شده  باسیلوس سرئوسهاي کاهش رشد کلنی - 3شکل 

  با اشعه فرابنفش

  
بـه  از اعمال پرتو فرابنفش ایجاد آسیب ژنتیکی در باکتري  ناشی 

و بـه همـین دلیـل در شـکل     صورت آنی نیست و نیاز بـه زمـان دارد   
  .شودمشاهده می هارشد باکتري ،منحنی رشد طی ساعات اولیه

  
   يگیر نتیجه

در مجـاورت بـا اشـعه     باسیلوس سرئوسهاي اگر چه تعداد کلنی
فــرابنفش کــاهش یافــت امــا ایــن کــاهش نســبت بــه کلنــی هــاي 

باسـیلوس  بسیار کمتر بوده و در نتیجه براي از بین بردن  اشریشیاکلی
اعلام کرد کـه   جردن شارپکه . به انرژي بیشتري نیاز است سرئوس

بیش از دو برابـر   باسیلوس سرئوس بین بردن از جهت مورد نیازنرژي ا
 .است اشریشیا کلی نانرژي لازمه براي از بین برد
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Introduction: One of the most important aspects of food preservation is controlling the growth of 
microorganisms, which if overlooked it leads to uncontrolled growth of microorganisms associated with food 
spoilage and food poisoning. Microbial contamination of foods is important because of pathogens are capable to 
transfer to foods during the processing, distribution, and storage. Escherichia coli and Bacillus cereus can cause 
spoilage in food; intake food contains plenty of bacteria and toxic. Therefore it is important to eliminate or 
control these bacteria safely. Ultraviolet (UV) radiation is considered as non-ionizing radiation and the first time 
in 1940 was used as a method for infection elimination in air. This approach nowadays is widely used for 
controlling microbial growth and as disinfection in food industry. Wavelength range of ultraviolet radiation is 
approximately 328-210 nm. The beam is naturally present in the sunlight. The bactericidal effect of UV 
irradiation depends on the type of bacteria, the distance, and dose of radiation. The most cytotoxic effect of UV 
irradiation is obtained at the wavelength of 260 nm, which corresponds to the intense absorption of energy by 
organic bases in the nucleic acid. UV irradiation causes radicals generation, which subsequently attack the 
nucleic acid and develop mutations in their genomes and gene transcription and translation processes. In this 
study, the antibacterial effect of different exposure times of ultraviolet radiation on the growth of E. coli and B. 
cereus was evaluated. 

Materials and methods: All media used in this study was procured from Merck Company. Ultraviolet 
device (Camag, USA) was used at wavelength of 254 nm, Nr= 29000, Amp= 0.25.  

B. cereus isolation: 1 mL of different dilutions of rice (0.1, 0.01, and 0.001) was transferred to Brain-heart 
infusion (BHI) and it was incubated at 32 °C for 24 h. A loop containing the bacteria was then transferred to 
Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) agar and it was incubated at 35 °C for 24 h. B. cereus produce big and 
round colonies, with a halo around the colonies. Starch test was carried out as confirming test for B. cereus 
colonies. Briefly, some colonies of B. cereus were added to test tube with sterile distilled water containing starch 
and a few drops of lugol. Development of blue color indicates the presence of B. cereus due to starch hydrolysis. 

E. coli isolation: E. coli was isolated from raw milk following the method described by Kargar et al. (2005). 
Briefly, raw milk was first homogenized; 0.1 ml of each dilution of homogenized raw milk was inoculated on 
Escherichia coli broth medium containing 20 mg novobiocin. E. coli was then isolated after transferring the 
former media on EMB specific culture and incubation at 36 °C for 24 h. After confirming colonies by Durham 
tube and complementary tests, pure cultures were obtained from them by streak-plate method. 

UV irradiation: A loop of E. coli colonies was transferred to nutrient broth and it was treated with UV beam 
(254 nm) at three times (40, 60, and 80 s). After preparing dilution of 0.0001 for each of the treatments and 
incubating for 24 h, survival curve was plotted. These operations were also carried out on B. ceruse colonies. A 
control sample also was considered for each examined bacterium. 

Results and Discussion: Rate of Bacillus cereus growth was reduced under UV radiation. As it is shown, 
Death curve of E. coli, E. coli count was decreased by increasing the time of UV radiation, so that count of  this 
bacteria reached to about zero after UV radiation for 80 s. However, reduction of B. cereus count was less than 
E. coli count at same wavelength (254 nm) and time of irradiation. This revealed that B. cereus have more 
resistance to UV radiation compared to E. coli. These results were consistent to observation of Sharp (1940) who 
evaluate the effects of UV light on bacteria suspended in air and reported that required energy for air sterilization 
containing B. cereus is more than twice the energy is needed to eliminate E. coli. UV light more penetrates to 
cell wall of Gram-negative bacteria compared to Gram-positive bacteria due to having a small amount of 
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peptidoglycan in the cell wall and caused mutations in regulating genes of transcription and translation.  
Conclusion: The efficiency of the two main processes of cell is reduced in the presence of UV irradiation 

and leads to growth reduction and death. The more resistance of B. cereus can be for several reasons, such as 
having a thicker cell wall compared to E. coli, and the capability to produce spore, and the capability to proofing 
mutations. 

Keywords: Escherichia coli, Bacillus cereus, Raw milk, Rice, Ultraviolet. 
 


